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Characteristics of degeneration and apoptosis of silk gland during the larval-pupal 
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Abstract[] The characteristics of degeneration and apoptosis of silk glands[ | during the larval-pupal metamorphosis in the 
silkworm| | Bombyx mori were studied by the general morphological observation|] the molecular methods[] and in vitro 
cultivation with 20-hydroxyecdysone and cycloheximide. The microscopic observation showed that silk gland degeneration 
eradually occurred during the spinning period. Analysis using DNA ladder electrophoresis indicated that programmed cell 
death might be involved in gland degeneration. In vitro incubation of silk glands from larvae of day 6 of the last instar 
with 20-hydroxyecdysone showed an accelerated apoptosis as compared with those in controls[ | indicating that the pulses of 
20-hydroxyecdysone before larval-pupal metamorphosis trigger genetic regulatory hierarchies that mediate apoptosis and 
hydrolysis. From these results[ | it was concluded that molting hormone 20-hydroxyecdysone could turn on programmed cell 
death of the silk gland during larval-pupal metamorphosis . 
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图 1 Z3 SS 龄 第 7 天 幼虫 至 化 师 第 2 天 丝 腺 组 织 的 外 部 形 : 


AS WEE (1.5 x ) 


Fig. 1 The exterior morphologies of silk glands of silkworm during day 7 of the last instar larvae to the 2nd day of pupation (1.5 x ) 
a-c: 分 别 为 5 龄 第 7 天 .8 天 和 吐 丝 第 1 天 幼虫 的 丝 腺 The silk glands on day 7 and day 8 of the last instar larvae, and the Ist day of spinning larvae, 
respectively; d ~ f: 分 别 为 吐 丝 第 2 天 幼虫 早 、 中 、 晚 的 丝 腺 The silk glands in the morning, midnoon and afternoon of the 2nd day of spinning larvae, 
respectively; g~ i: 4 31] 2g 4E 88 28. 1 KP AR ALE RES 2 天 的 丝 腺 The silk glands in the midnoon, afternoon of the 1st day after pupation, and on the 


2nd day after pupation, respectively . 


ea inden ES aaa. 
抑制 的 时 序 性 变化 观察 。 培 养 48 h 后 , 即 相 当 
龄 幼虫 第 8 天 的 时 间 ,对 比 于 体外 培养 的 空 mio 
(图 4: 1), 在 只 含有 20-5 3 th K A (2R 0.5 pg/ 
mL) 的 培养 基 中 检测 到 DNA 梯度 电泳 谱 ( 图 4: 4), 
相对 于 在 化 晴 第 2 天 体内 检测 到 DNA 梯度 电泳 谱 
的 时 间 ( 图 3: 7) 提 前 了 3 天。 在 含有 细胞 将 亡 抑 制 
剂 放 线 菌 酮 ( 终 浓 度 10 mg/mL) 的 2 组 培养 基 中 ,于 
REDE DNA $$ BE Ha yk i (Bl 4: 1 ~ 
， 由 此 表明 在 对 肾 变 态 期 前 的 丝 腺 组 织 进行 离 体 
een rr 20- X2 JE yi pz A D 
发 了 介 导 家 和 看 丝 腺 细胞 凋 亡 与 水 解 机 制 的 遗传 调控 
级 联系 统 。 


3 Wit 


以 家 看 为 实验 对 象 , 探 讨 昆 虫 变态 期 幼虫 专 性 
组 织 消 亡 的 本 质 , 有 助 于 深入 研究 家 和 看 等 昆虫 变态 
发 育 的 遗传 调控 机 制 , 具 有 很 高 的 科学 价值 。 我 们 
的 实验 首次 获得 了 家 和 看 在 晴 变 态 期 丝 腺 组 织 目 然 发 
生 细 胞 凋 亡 的 DNA 梯度 电泳 证 据 UESE T Ae A TEE 


态 发 育 过 程 中 确实 存在 程序 性 细胞 死亡 的 参与 。 用 
普通 光 镜 观察 发 现 ,在 家 和 看 幼虫 吐 丝 第 1 天 ,由 2 列 
巨大 丝 腺 细胞 合 包 而 成 的 丝 腺 组 织 就 开始 出 现 皱 
E, MR 1 天 皱 裙 愈 加 显著 (图 2: a~d)。 用 透 
射电 镜 观 察 到 在 化 晴 第 2 天 由 丝 腺 组 织 内 膜 与 外 膜 
包 被 的 呈 分 枝 状 的 丝 腺 细胞 皱 补 附近 有 许多 大 小 不 
等 呈 圆 球形 的 小 体 和 呈 溶 解 消失 状态 的 裂解 小 颗粒 
(图 2: g~i), 根 据 Dai 和 Gilbert( ANEA TAN 
变态 期 前 胸腺 细胞 中 的 相似 观察 结果 ,推测 这 些 圆 
球 小 体 就 是 凋 亡 小 体 ， 而 且 在 化 晴 第 2 2 天 也 ,同时 检 
测 到 丝 腺 细胞 出 现 特征 性 的 DNA 梯度 电泳 谱 , 表 明 
此 时 大 多 数 丝 腺 细胞 已 发 生 凋 亡 . 

Dai 和 Gilbert ( 1997 ) 认为 烟草 天 蛾 前 胸腺 细胞 
凋 亡 小 体 的 消失 是 由 于 血细胞 吞噬 的 结果 。 尽 管家 
ae AY 22 AR ES 1.2 天 已 呈现 严重 的 蓉 缩 皱 
f AR ds, EAFA PLI ES AK , CENE 05 5 RK HH 
织 外 膜 和 内 膜 包 被 (图 2: a~f), 所 以 在 家 等 开放 性 
循环 系统 的 血 淋 巴 中 ,血球 细胞 不 可 能 通过 丝 腺 组 
织 外 膜 进 入 丝 腺 细胞 内 吞噬 这 些 圆 球 小 体 ( 调 亡 小 
体 ) 。 根 据 对 家 和 奎 丝 腺 观察 到 的 圆 球 小 体 呈 逐渐 溶 
解 消失 的 特征 (图 2: h~i), 推 测 它们 的 消亡 更 有 可 
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图 2 对 家 等 化 晴 第 1 天 至 第 2 KARA A GM AA DR ER 7] s O TA) BE Be AH BON HE 
Fig. 2 The shrinkage cells and the circular bodies (apoptotic bodies) in the silk gland of silkworm pupae during the Ist day 
and the 2nd day after pupation under the LM and TEM 
a, b: 化 师 第 1 天 中 部 丝 腺 光 镜 观察 , 箭头 1 示 丝 腺 细胞 皱 裙 形态 Tissues section of the middle silk glands of pupae on the Ist day after pupation 
under LM (33 x , 165 x ). The arrowhead 1 showing plica of the silk gland cell; c, d: EMB 1 天 后 部 丝 腺 光 镜 观察 Tissues sections of the posterior 
silk glands of pupae on the Ist day after pupation under LM (33x , 165 x ) e, f: 化 晴 第 2 天 中 部 丝 腺 电镜 观察 , Hu X 2 78 iR ANER, Fi 
头 3 示 丝 腺 组 织 外 包 被 腊 The middle silk glands of pupae on the 2nd day after pupation under TEM (e: 标尺 Scale bar =5.0 pm, 2 900 x ; f: 标尺 
Scale bar = 2.3 pm, 6 800 x ). The arrowhead 2 showing silk gland interior envelope membrane, the arrowhead 3 showing silk gland exoteric envelope 
membrane; g~ i: ILIKE 2 天 中 部 丝 腺 细胞 发 生 的 圆 球 小 体 ( 油 亡 小 体 ) 电 镜 观 察 , 箭头 4 示 圆 球 小 体 , 箭头 5 示 正 在 裂解 消失 的 圆 球 小 体 
The circular bodies (apoptotic bodies) in silk gland cells of pupae on the 2nd day after pupation under TEM (g: 标尺 Scale bar = 5.0 pm, 2 900 x ; h: $R 
R Scale bar = 800 nm, 18 500 x; i: 标尺 Scale bar = 600 nm, 23 000 x ). The arrowhead 4 showing circular body, the arrowhead 5 showing the 


degenerating circular body. 
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图 3 家蚕 幼虫 5 龄 后 期 至 化 师 初 期 体内 丝 腺 组 织 的 图 4 体外 诱导 培养 和 抑制 处 理 的 家 蛋 幼 虫 5 龄 第 6 天 
DNA 梯度 电泳 图 丝 腺 组 织 的 DNA 梯度 电泳 图 


Fig. 3 DNA laddering electrophoresis of the silk gland of Fig. 4 Effects of 20-hydroxyecdysone and cycloheximide 
silkworm in different stages of the last on changes in DNA laddering electrophoresis of the silk 
instar to pupation glands from larvae on day 6 of the last instar in vitro 
1-3: 5 BA 6.7.8 KW E Larvae on the 6th, 7th, 8th day of Sth 1: XR CK; 2: HER AMA FR Treated with cycloheximide; 3: 20- 
instar; 4 ~ 5: 叶 丝 第 1,2 天 幼虫 Larvae on the Ist, 2nd day of the ESIE Oo AE RB + 放 线 菌 酮 处 理 Treated with PI Se + 
spinning period; 6-7: 化 师 第 1.2 K The Ist, 2nd day after pupation; cycloheximide; 4: 20-32 4 # Hz M kh # Treated with 20- 


M: 100 bp ladder. hydroxyecdysone; M: 100 bp ladder. 
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